


























Mucopolysaccharidosis,  highlighting  the  different  tools  used  to  perform  its  molecular 








could we  present  proof  of  principle  on  its  pathogenicity.  Globally,  this  case  reminds  us  that 
whenever a novel variant is detected, its pathogenicity must be carefully assessed before a definitive 
diagnosis is established, while highlighting alternative approaches that may be used to assess  its 
effect  in  the  absence RNA/cDNA  sample(s)  from  the  proband. This  is  particularly  relevant  for 
intronic variants such as the one here reported. Special attention will be given to the use of reporter 
minigene systems, which may be constructed/designed to dissect the effect of this sort of alterations, 
providing an  insight  into  their consequences over  the normal pre‐mRNA splicing process of  the 
affected gene. 
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each group of  lysosomal disorders, being often specific of a given disease  [1,4]. This  is one of  the 
major reasons why definitive diagnosis of LSDs requires a close collaboration between  laboratory 
specialists  and  clinicians,  in  order  to  reach  a  correct diagnosis  in  the  shortest  time. Biochemical 
genetic  testing  (BGT)  in particular, which  includes  the determination of  the enzymatic activity of 
lysosomal hydrolases, is feasible for most LSDs and essential for the diagnosis of primary lysosomal 
enzyme deficiency. In fact, the majority of patients is initially screened by enzyme assays and only 









the  pathological  significance  of  a  novel  variant  has  to  be  investigated  before  its  application  to 
diagnosis and counseling [3]. 
Whatever the case, MGT has not been used extensively as the primary diagnostic test for LSDs 
but  this paradigm may be about  to  change  thanks  to  the advent of  the  so‐called next‐generation 




the LSDs  field, as demonstrated by  several  teams  [6–18]. While being well known  that with  this 
unparalleled capacity, NGS is speeding up molecular diagnostics, it is also true that whenever a novel 
variant  is  detected,  its  pathogenicity  must  be  carefully  assessed.  Furthermore,  most  specialist 
laboratories are still working with more traditional methods. Recently published statistics state that 
currently about 85–90% of LSDs cases are still diagnosed by demonstrating a deficiency of the activity 





a  routine  test  that  should  always  be  considered.  There  are  11  different MPSs,  resulting  from 
deficiencies  in  any  of  the  enzymes  involved  in  the  stepwise degradation  of  glycosaminoglycans 
(GAGs). Deficiencies  in each of  those enzymes result  in different disorders, all sharing a series of 
clinical  features,  though  in variable degrees: MPS  I  (OMIMs #607014; # 607015; # 607016); MPS  II 
(#309900); MPS IIIA (#252900), IIIB (#252920), IIIC (#252930) and IIID (#252940); MPS IV A (#253000) 
and IV B (#253010); MPS VI (#253220); MPS VII (#253200) and MPS IX (#601492). Typical symptoms 






other  LSDs,  complete  and  definitive  diagnosis may  only  be  accessed  through  a  combination  of 
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enzymatic assays and molecular analyses. Currently,  there are countless specialist  laboratories  in 
Europe where those biochemical and genetic tests are carried out. Nevertheless, developing countries 
often  lack  the  necessary  resources/expertise  for  proper  laboratory  diagnosis  of  this  type  of  rare 
genetic diseases. Being one of the laboratories where MGT for virtually all LSDs (MPSs included) is 
available  for  research  purposes, we  receive  several  samples  from  developing  countries, whose 
clinicians and/or centers struggle to get a molecular characterization of affected individuals. Some of 
our results concerning those studies have already been published [25]. Still, every now and again, a 




with a general clinical suspicion of MPS  that we have  received  from Tunisia.  Initial studies were 
performed in gDNA, by NGS with in a custom gene panel for LSDs that includes 86 genes implicated 
in lysosomal function. After variant calling, a novel homozygous mutation was detected in the ARSB 
gene,  encoding  arylsulfatase  B,  the  enzyme  deficient  in MPS  VI  (Maroteaux‐Lamy  syndrome): 
c.1213+5G>T  (IVS6+5G>T).  Additional  analyses  included  segregation  studies  through  classical 
sequencing, cDNA sequencing of  the ARSB gene of  the proband’s  father, and  functional analysis 












Genomic DNA was  automated  extracted  and  purified  from  total  blood  on  a BioRobot  EZ1 
instrument (QIAGEN, Germantown, MD, USA), using the EZ1 DNA Blood 350 μL Kit (QIAGEN). 
An NGS‐targeted panel covering exonic regions and intronic flanking regions of 86 genes was used. 
For  library  preparation,  500  ng  of  the  previously  extracted  gDNA were  used,  according  to  the 
manufacture protocol (Agilent, Santa Clara, CA, USA). The step‐by‐step capture protocol is available 









for  sample  demultiplexing  and  FASTQ  file  generation.  Alignment  and  variant  calling  were 
performed using Surecall  (Agilent); variant  annotation, on  the other hand, was performed using 
wANNOVAR (http://wannovar.wglab.org/). 
  





primers using approximately 40 ng of genomic DNA, 1X  the PCR  reaction mix  ImmoMix™ Red 
(Bioline,  London,  UK)  and  0.25  μM  of  each  primer  (primer  sequences  and  PCR  annealing 
temperatures available on Supplementary Table S1). Thereafter, the samples were heated to 95 °C for 
7 min,  followed  by  35  cycles  of denaturation,  annealing  and  extension. The  final  extension was 
completed by 5 min at 72 °C. 




Sequencing  profiles  were  compared  with  the  ARSB  reference  sequence  ENST00000264914.8 
(https://www.ensembl.org/index.html)  using  the  Clustal  Omega  multiple  sequence  alignment 
bioinformatic tool (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). 
The presence of the novel mutation was confirmed in two independent experimental assays by 





Sciences). The ARSB  cDNA was  then  amplified with  specific primers  (Supplementary Table S1). 
Amplification  reactions were  performed  in  a  total  volume  of  25  μL  containing  12.5  μL  of  1X 
ImmoMix™ Red (Bioline), 2.5 to 5 μL of cDNA and 0.5 μM of each primer. After an initial period of 



































section)  or directly  by using  illustra ExoStar™  1‐Step  (GE Healthcare). Purified  amplicons were 
directly sequenced in an ABI Prism 3130xl genetic analyzer (Applied Biosystems). 
2.8. Mutation Nomenclature 
The Ensembl  sequence ENST00000264914.8 of ARSB gene was used as  reference  for  residue 







known  IDUA  missense  mutation  in  heterozygosity  (c.G1225C;  p.G409R)  [31]  and  a  novel 
homozygous variant affecting the +5 position of ARSB intron 6 (c.1213+5G>T; IVS6+5G>T). Taking 











variant was  confirmed  in  homozygosity  (Figure  1a). Apart  from  this  novel  variant  of  uncertain 
significance (VUS), only non‐pathogenic single nucleotide polymorphism (SNPs) were detected. 








intronic  regions  on  gDNA  samples  from  the  proband’s  parents,  confirmed  the  presence  of  the 
IVS6(+5) VUS  in heterozygosity  (Figure  1b).  Finally,  in  silico  tools  also predicted  this VUS  to  be 
pathogenic,  by  disrupting  the  normal  5′  constitutive  splice  site  of  exon  6.  Particularly,  the 
MaxEntScan  splicing  score  for  the 5′  constitutive wt  splice  site  (7.42) was much higher  than  that 
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3.4. Indirect Proof of Principle on c.1213+5G>T [IVS6+5G>T] Pathogenicity 
After  conducting  a  classical  sequencing  approach  of  the  ARSB  gDNA  and  cDNA  on  the 
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4. Discussion 
After  targeted NGS  sequencing  and variant  calling analyses,  the novel homozygous variant 
affecting  the  +5  position  of ARSB  intron  6  (c.1213+5G>T;  IVS6+5G>T)  as  poped  up  as  the most 
probable  cause  for  disease.  In  fact,  both  bioinformatic  predictors  and  literature  support  its 
pathogenecity. On one side the HSF bioinformatic tool predicted the disruption of the WT donor site 
most probably affecting splicing and, on  the other, a bibliographic  search of ARSB gene variants 







cDNA  analysis  could  we  confirm  its  effect  in  splicing  and,  subsequently,  its  pathogenicity. 
Unfortunately, we only had access to an extremely degraded cDNA sample obtained from blood of 
one of her parents.  Interestingly,  the  splicing pattern observed  after  cDNA  amplification of  that 
sample was absolutely normal (Figure 2). Still, taking into account that the original gDNA sample 
had been screened for mutations in 86 different genes related to lysosomal function and there were 













characterize  its  effect  at  cDNA  level. Having  no  further  access  to  extra  samples  from  either  the 
proband herself or her mother, we designed  a  strategy  to  artificially  evaluate  the  impact of  this 
mutation at cDNA level by constructing WT and mutant minigenes to functionally investigate the 
splicing  defects  caused  by  the  novel  c.1213+5G>T ARSB mutation.  Briefly,  the  relevant  genomic 
segment  (including  exon  6  and  its  intronic  boundaries)  was  cloned  within  a  plasmid  (pSPL3) 















remains unclear whether  this particular +5 change promotes  the skipping of exon 6 alone or  if  it 
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affects other exons as well.  In  fact, bioinformatic  tools are clearly not sufficient when  it comes  to 
predict  the  exact  effect  of  a  particular  change,  even  though  they  are  usually  quite  reliable  on 
evaluating whether it does affect splicing or not. For example, if we look at bioinformatic predictions 









provide  complete  evidence  on  the  effect  of  this  novel mutation  over  splicing. Nevertheless,  the 
construction and  transient  expression of minigenes harboring  the mutation under  study allowed 
confirmation of its effect over the splicing process. Furthermore, the results obtained with reporter 
minigenes  add  up  to  those  from  the  ARSB  transcript  analysis  of  the  proband’s  father  sample. 









the  same  sample.  Thus,  functional  studies  are  growing  more  and  more  necessary  for  proper 
molecular diagnosis. Minigenes,  in particular, may be  an  interesting  tool whenever  an  effect  on 
splicing is predicted but no RNA/cDNA samples are available. 
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